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= RESUMO: A utilizagdo de neurotragadores tem revolucionado, nas ultimas trés
décadas, o conhecimento sobre o padrac de conexdes entre as estruturas peri-
féricas e o sistema nervoso. Entre os neurotragadores, a peroxidase do rabano
silvestre (HRP) tem sido a mais utilizada. Mais recentemente, combinagdes
desse neurotragador com a aglutinina do germe do trigo (WGA) ou com a subu-
nidade B da toxina colérica (CTB) tém demonstrado um consideravel aumento
na captagao dos conjugados resultantes (HRP-WGA, CTB-HRP), com melhora
sensivel na capacidade de tragar conexdes neurais. No presente experimento,
foram testados ambos os conjugados e o HRP livre no contexto de um amplo
estudo sobre o nucleo do nervo hipoglosso do rato, responsavel pela inervagdo
motora da lingua. Para isto, foram injetados na metade posterior da lingua de
cada rato 10 pl de HRP (20%) ou 10 pl de CTB-HRP (0,15% de toxina colérica +
12% HRP) ou 10 ul de HRP-WGA (5% de WGA + 30% HRP). Apds um periodo
de sobrevivéncia de 48 horas, os animais foram perfundidos com uma solugéo
de aldeidos e, posteriormente, os encéfalos foram cortados em criostato (40 pm).
Os cortes foram submetidos a reacdo histoquimica do HRP, utilizando-se a
tetrametilbenzidina como cromogeno. Os resultados indicam que, tanto desde
0 ponto de vista qualitativo como até quantitativo, os conjugados sdo mais efi-
cientes para evidenciar conexdes neurais que o HRP livie. Os conjugados HRP-
WGA e CTB-HRP apresentam qualidades semelhantes, embora este tltimo seja
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mais eficiente para evidenciar detalhes na arborizacdo dendiritica e caracteris-
ticas morfolégicas gerais dos motoneurdnios. Essa superioridade do conjugado
CTB-HRP pode estar relacionada com a abundancia de gangliosideos do tipo
GM1 na membrana pré-sindptica das jun¢des neuromusculares. Esses gangli-
osideos formam um grupo de receptores especificos para componentes da
subunidade B da toxina colérica, o que potencializa a captacdo da mesma pelos
terminais axdnicos.

= PALAVRAS-CHAVE: Neurotragadores; peroxidase do rabano siivestre; aglu-
tinina do germe de trigo; toxina colérica; nucleo do nervo hipoglosso.

Introducao

A utilizagdo de neurotracadores tem revolucionado nas ultimas
trés décadas o conhecimento sobre o padrdo conectivo entre as estru-
turas periféricas e o sistema nervoso, assim como entre as diversas
areas do sistema nervoso central. Esses neurotracadores tém como
caracteristica principal a capacidade de, uma vez injetados, serem
incorporados por neurdnios e transportados, apds um periodo de sobre-
vivéncia varidvel, de forma retrograda (desde a terminac¢do axonica até
o0 corpo celular) e/ou anterdégrada (desde o corpo celular até os terminais
axonicos). Essas substancias parecem néo ser incorporadas por fibras
de passagem intactas, o que representa uma vantagem sobre 0s méto-
dos tradicionais de tragcado de vias nervesas, baseados na impregnagao
de fibras ou corpos neuronais degenerados apos lesao.

Entre os neurotragadores, a peroxidase do rabano silvestre (HRP)
tem sido a mais utilizada fundamentalmente como tragador neuronal
retrogrado. A demostragao inequivoca de uma conexao neural por inter-
médio da utilizagdo de HRP como neurotragador remonta ao ano de
1971, quando Kristensson & Olsson® registraram o transporte retroégrado
de HRP injetada intramuscularmente, e sua acumulagdo em motoneu-
r0nios espinais. Posteriormente, LaVail & LaVail’ demonstraram um
transporte retrégrado analogo ao observado por Kristensson & Olsson,?
dessa vez no sistema nervoso central. A partir dai, a quantidade de tra-
balhos utilizando este neurotragador tem sido enorme (ver Mesulam).®

Mais recentemente, combinagfes desse neurotragador com a
aglutinina do germe de trigo (WGA) ou com a subunidade B da toxina
colérica (CTB) tém demostrado um consideravel aumento na captagao
dos conjugados resultantes (HRP-WGA, CTB-HRP).1.2348.14

A escolha do neurotragador a ser utilizado num experimento de
tracado de vias nervosas deve ser avaliada cuidadosamente pelo pes-
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quisador. Dados como quantidade necessaria a ser injetada para obter
uma marcagao visivel ao microscépio, tempos de sobrevivéncia neces-
sarios para o transporte, caracteristicas do neurotragador quanto & sua
capacidade de ser transportado retrograda ou anterogradamente,
devem ser levados em consideragdo. No presente experimento, avalia-
mos a capacidade de marcagao dos conjugados HRP-WGA, CTB-HRP
e HRP livre ap6s injecdo intramuscular dos mesmos, no contexto de um
amplo estudo sobre o nucleo do nervo hipoglosso (X1I), responsavel pela
inervacdo motora da lingua.

Material e método

Para o presente experimento, foram utilizados ratos albinos
machos, adultos. Nesses ratos, previamente anestesiados com uma
solugdo de hidrato de cloral a 10% (0,4 ml/100 g, ip), foram injetados na
metade posterior da lingua, por intermédio de uma seringa Hamilton,
10pl de HRP livre a uma concentragdo de 20%, ou 10 ul de CTB-HRP
(0,15% de toxina colérica + 20% HRP) ou 10 ul de HRP-WGA (5% de
WGA-HRP + 30% HRP). Essas concentragdes foram escolhidas por
serem as mais comumente utilizadas, conforme observamos na litera-
tura consultada.1'2'34'5'8'10'“43'14

Ap6s um periodo de sobrevivéncia de 48 horas, necessario para o
transporte dos neurotracadores, os animais foram novamente anestesia-
dos e perfundidos via cardiaca mediante a utilizacdo de uma bomba
peristaltica. Foram perfundidos inicialmente 100 ml de solugdo salina a
temperatura ambiente (NaCl 0,9%), a seguir 300 ml de solugéo fixadora
composta por paraformaldeido 1% mais glutaraldeido 1,25% dissolvidos
em tampdo fosfato 0,1 M, pH 7,3. Finalmente, solugdes de sacarose a 5%,
10% e 20% dissolvidas em tampéo fosfato 0,1 M (100 ml cada) a 4°C foram
perfundidas com a finalidade de iniciar a crioprotecdo do tecido e retirar
0 excesso de aldeidos. Os animais foram posteriormente decapitados, 0s
encéfalos removidos e mantidos em sacarose a 20% e, apos o afunda-
mento do encéfalo nessa solugao, colocados em sacarose a 30%.

Uma vez crioprotegidos, os encéfalos foram cortados em um crios-
tato, de forma seriada, e os cortes recolthidos em tampao fosfato 0,1 M,
em duas séries. Ambas foram submetidas a rea¢ao histoquimica neces-
séria para a evidenciacdo do HRP, utilizando a tetrametilbenzidina
como cromdégeno, conforme descrigdo de Mesulam,? e uma delas con-
tracoradas com vermelho neutro a 1%. Os cortes foram posteriormente
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montados em laminas gelatinizadas, desidratados, cobertos com lami-
nula e estudados em microscopia de campo claro e campo escuro. Cam-
pos representativos foram fotografados em diversos aumentos..

Para a anéalise comparativa dos neurotracadores, levamos em con-
sideracdo a intensidade da marcacao observada, que esta em relagao
direta com o numero de granulos de HRP oxidados no processo histo-
quimico, o que por sua vez indica a quantidade do neurotragador que
fol captada no terminal ax6nico; assim como a capacidade apresentada
pelo neurotragador em preencher o corpo celular e a arvore dendritica
do motoneurdnio.

Resultado

A reacdo histoquimica utilizando a tetrametilbenzidina, eviden-
ciou, em todos os casos, 0 HRP incorporado pelos neurénios (Figuras 1
e 2). A marcagdo pode ser visualizada em forma de granulos de tonali-
dade azul-escura, ocupando o soma e, dependendo do neurotragador,
as fibras dendriticas e axdnicas (Figuras 2-A, B).

Dos neurotragadores utilizados, os conjugados CTB-HRP e HRP-
WGA foram os que apresentaram um melhor resultado (Figuras 1-A, B).
Os corpos celulares apresentaram, apds injecdo desses neurotragado-
Ies, uma reagdo intensa, o que permitiu, mesmo a pequenos aumentos,
observar um grande numero de neurdnios marcados, com uma grande
quantidade de gradnulos que, na maioria dos casos, impediu visualizar o
nucleo.

O preenchimento do soma foi quase sempre completo, ndo se limi-
tando a regides especificas. Ap6s a injecao do conjugado CTB-HRP,
observamos que a arvore dendritica foi evidenciada com maiores deta-
lhes em relagéo aos outros dois tragadores (Figura 1-A), fundamental-
mente quando observado em microscopia de campo escuro, sendo pos-
sivel observar dendritos de primeira, segunda e até terceira ordem.

Nessas condigbes de observagio, aigumas dessas fibras foram visi-
veis mesmo a alguns milimetros de distancia do nucleo do nervo hipo-
glosso. O HRP-WGA foi também bastante efetivo embora o preenchi-
mento da &rvore dendritica tenha sido menos evidente (Figura 1-A). Por
outra parte, e como caracteristica exclusiva do HRP-WGA, observamos,
ao estudar em microscopia de campo escuro, fibras nervosas positivas
para HRP na regido dorsolateral do tronco (Figura 2-A). Essa regido cor-
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responde ao tracto e nucleo espinal do nervo trigémeo, responsavel pela
inervacao sensitiva da lingua. Os somas de origem dessas fibras sensi-
tivas somaticas localizam-se no ganglio trigeminal e enviam seu axonio
periférico a pele e mucosas bucofaciais, onde captam estimulos relacio-
nados com a sensibilidade geral, e o0 seu axonio central aos nucleos tri-
geminais sensitivos. Assim, utilizando o HRP-WGA, além da marcagéo
dos corpos neuronais (retrograda) no nicleo do nervo hipoglosso, res-
ponsavel pela motricidade da lingua (Figura 1-A), observamos marca-
¢do de fibras e terminais axonicos (anterégrada) em nicleos sensitivos
trigeminais responsaveis pela sensibilidade geral da mucosa lingual
(Figura 2-A).

FIGURA 1 - A) Fotomicrografia do nicleo do nervo hipoglosso de rato, onde foi injetado
na metade posterior da lingua o conjugado HRP-WGA. A linha pontilhada indica apro
ximadamente a linha média (250x). B) Fotomicrografia do nicleo do nervo hipoglosso
de rato, onde foi injetado na metade posterior da lingua o conjugado CTB-HRP. Obser-
var o preenchimento da &rvore dendritica (setas, 250x)
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FIGURA 2 - A) Fotomicrografia em campo escuro, onde pode ser visualizada no centro da
figura a marcagéo de fibras HRP positivas no nucleo espinal do nervo Lrigémeo apos
injegao do conjugado HRP-WGA na metade posterior da lingua (250x). B) Fotomicro
grafia do nicleo do nerve hipoglosso de rato, onde foi injetado, na metade posterior
da lingua, HRP livre. Observar a pequena quantidade de neurfnios marcados, alguns
deles pobremente marcados (setas), e a lotal falta de marcagao da drvore dendrilica
(250x)

As injecdes com HRP livre provocaram uma marcagao muito menos
intensa que a observada apés o uso dos conjugados (Figura 2-B). A evi
denciagao da arvore dendritica fol praticamente inexistente e, em mui
tos casos, a observagdo da marcagao so fol possivel mediante a utiliza
cao de objetivas de grande aumento

IEm relagdo ao padrao geral do nucleo do nervo hipoglosso, obser-
vamos que ele &€ composto de motoneuronios multipolares e fusiformes
que formam uma coluna de sentido rostro-caudal que se estende desde
o terco caudal do bulbo até os dois primeiros segmentos medulares,
imediatamente ventral ao quarto ventriculo. Embora nédo fosse o obje-
tivo deste trabalho descrever o nucleo do nervo hipoglosso e sim a qua
lidade da marcagao observada apos a utilizacao dos diferentes neuro-
tragadores, nossa observagao do padrac arquitetdnico geral desse
nucleo confirmou as descrigoes anteriores. '

466 Rev. Odontol UNESP, Sao Paulo, 26(2) 461-470, 1997



Discussao

Nossos resultados indicam que, como marcador retrogrado, os
conjugados CTB-HRP e HRP-WGA apresentam uma eficAcia seme-
Ihante, e ambos conjugados apresentam uma superioridade acentuada
em relagdo ao HRP livre, tanto do ponto de vista quantitativo como do
ponto de vista qualitativo. Essa maior capacidade de marcag¢ao permite
que possam ser injetadas quantidades muito menores dos conjugados
em relagéo ao HRP livre sem que isso diminua a capacidade de eviden-
ciar somas e fibras marcados. Esse fato é muito importante ja que, inje-
tando pequenas quantidades, a possibilidade de ocorrer contaminagao
em razao da difusdo do neurotragador sobre tecidos vizinhos a area inje-
tada diminui drasticamente.

Nossos resultados confirmam observacdes anteriores que indicam
uma melhor captagdo dos conjugados em relacdo ao HRP livre. 314 A
superioridade do CTB-HRP sobre o0 HRP-WGA, descrita em outros tra-
balhos que utilizaram modelos experimentais semelhantes ao nosso, foi
apenas verificada ao analisar a qualidade de marcagao da arvore den-
dritica. De fato, o CTB-HRP permitiu uma visualiza¢ao mais detalhada
dos dendritos dos motoneurdnios, 0 que forneceu informagées adicio-
nais ao estudo anatdmico. Em relacdo a quantidade de neurdnios mar-
cados, embora ndo tenhamos realizado um estudo pormenorizado, nao
apreciamos diferencas entre ambos 0s conjugados, ainda que tenhamos
constatado um namero muito menor de neurdnios marcados ao utilizar
o HRP livre, 0 que confirma observagdes anteriores.

A maior capacidade do CTB-HRP em marcar a arvore dendritica
dos motoneurdnios (Figura 1-B), e a marcagdo transganglionar de fibras
sensoriais (trigeminais nesse caso) observada apenas apos injegdes de
HRP-WGA (Figura 2-A), nos permitem deduzir que, possivelmente,
esses conjugados sdo captados por diferentes tipos de fibras. Isso
parece confirmar observagdes anteriores que indicam que o HRP-WGA
€ melhor transportado através de fibras amielinicas e fibras mielinizadas
de pequeno didmetro, enquanto o conjugado CTB-HRP parece ser
melhor captado por terminais ligados a fibras mielinizadas de grande
didmetro (como as fibras motoras).®

A vantagem de ambos os conjugados sobre o HRP para tragar vias
nervosas e que pode ser constatada nesse experimento, se explica pelas
diferengas que se observam na captagdo do neurotragador pela mem-
brana celular. Como ja tem sido descrito, a possibilidade de demonstrar
conexdes neurais utilizando HRP ou outros neurotragadores se funda-
menta, em parte, nos processos de endocitose de moléculas extracelu-
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lares que o neurdnio desenvolve, e pelo fato das vesiculas originadas
dessa endocitose serem ativamente transportadas de forma retrograda
ou anterodgrada no interior do neurénio. Essa endocitose ocorre através
da membrana celular, fundamentalmente nos terminais axénicos, corpo
celular e ramos dendriticos e esta relacionada a processos de recicla-
gem de vesiculas que constantemente coalescem na regido sinaptica.

No caso do HRP livre, esse tipo de endocitose se da na base ape-
nas de um gradiente de concentragdo (fluid-phase endocytosis). No
caso dos conjugados, se observa uma unido intensa desses a receptores
especificos da membrana, 0 que inicia um processo de endocitose
adsortiva. Segundo Silverstein et al.,'? a endocitose adsortiva é um pro-
cesso de incorporagao intracelular muito mais eficiente que a incorpo-
ragdo que se realiza em razao dos diferentes gradientes de concentra-
cdo. No caso do conjugado HRP-WGA, receptores de membrana
denominados n-acetyl-glucosamine unem-se ativamente a aglutinina
do germe de trigo e a outras lecitinas naturais, iniciando processos de
endocitose adsortiva, que se soma a endocitose decorrente de gradien-
tes de concentagdo. No caso do CTB-HRP, gangliosideos do tipo
GM1,%8 outro tipo de receptor de membrana, apresentam uma afinidade
muito grande com a subunidade B da toxina colérica, o que desenca-
deia também processos de endocitose adsorptiva. O fato destes ganglio-
sideos serem particularmente abundantes na membrana presiniptica da
juncdo neuromuscular, explicaria a superioridade do conjugado CTB-
HRP em modelos experimentais em que o neurotragador € injetado dire-
tamente no musculo.

Conclusao

Nossos resultados permitiram concluir que:

e 05 conjugados CTB-HRP e HRP-WGA séo superiores ao HRP livre no
que se refere a capacidade de tragar vias neurais retrogradas;

e 0 conjugado CTB-HRP ¢ o indicado para tragar conex0es neurais
retrégradas, fundamentalmente motoras, em modelos experimentais
em que o neurotragador deve ser injetado diretamente no musculo, €
seja importante estudar o padrao de arborizagdo dendritica;

e 0 conjugado HRP-WGA, além de ser eficiente para tracgar vias retro-
gradas, tanto motoras como sensitivas, apresenta a capacidade de
marcar terminagoes axonicas, 0 que 0 converte também num neuro-
tracador anterégrado.
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» ABSTRACT: The use of neurotracers has revolutionized in the last three
decades the knowledge on the connectivity between the peripheral structures
and the nervous system. Between these neurotracers, the horseradish perox-
idase (HRP) has been the most used. Recently, combinations of this neu-
rotracer with the wheat germ agglutinin (WGA) or with the sub-unit B of the
cholera toxin (CTB) have demonstrated a substantial increase in the transport
of the resulting conjugates (HRP-WGA, CTB-HRP), with a sensible improve-
ment in their capacity to trace neuronal connections. In order to compare
these different neurotracers, we injected in the posterior half of the tongue of
rats 10 wl of free HRP (20%) or 10 wl of CTB-HRP (0.15% of cholera toxin + 12%
HRP) or 10 pl of HRP-WGA (5% of WGA + 30% HRP). After a 48-hour survival
period, the animals were perfused with an aldehyde mixture and, later on, the
brains were cut in a freezing microtome. Brain stem slices were submitted at
the histochemical reaction, using tetramethylbenzidine as cromogen, and the
hipoglossal nucleus, responsible for the tongue motor innervation, was studied.
Our results indicate that the conjugates HRP-WGA and CTB-HRP are more
efficient than the free HRP. The conjugates have similar efficiency, although
the CTB better marks the dendritic tree. This characteristic of the conjugated
CTB-HRP could be associated with the abundance of GM1 ganglioside in the
pre-synaptic membrane of the neuromuscular junction. These gangliosides
form a group of specific receptors for components of the cholera toxin B sub-
unit, that increase their reception for the axonic terminal.

« KEYWORDS: Neurotracers; horseradish peroxidase; wheat germ agglutinin;
cholera toxin; hypoglossal nucleus.
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